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Zusammenhang zwischen der pränatalen Umgebung, regulatorischen T-Zellen im 
Nabelschnurblut und dem  Allergierisiko in der frühen Kindheit 
Universität Leipzig, Dissertation 
96 S., 145 Lit., 2 Abb., 1 Anlage 
Referat 
Die Grundlage für eine allergische Reaktionslage wird schon während der intrauterinen 
Entwicklung  geschaffen. Regulatorische T-Zellen (Tregs) spielen eine wichtige Rolle 
bei der Regulation allergischer Erkrankungen. Über den Einfluss der intrauterinen 
Umgebung auf die Tregs zur Geburt ist bisher wenig bekannt. In der vorliegenden 
Arbeit sollte in der prospektiven Geburtskohorten-Studie LINA (Einfluss von Lebensstil 
und Umweltfaktoren auf das Allergierisiko Neugeborener) geklärt werden, inwiefern 
der Immunstatus der Mutter, eine atopische Familienanamnese sowie 
Umweltexpositionen während der Schwangerschaft den Immunstatus der Neugeborenen 
beeinflussen. Ein besonderer Schwerpunkt wurde dabei auf Tregs gelegt. Weiterhin 
sollte die Relevanz der Tregs zur Geburt für das Allergierisiko im ersten Lebensjahr des 
Kindes analysiert werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen einer geringeren Anzahl 
von CD4+CD25high Tregs sowie einer erhöhten Produktion der TH2-Zytokine IL-4, IL-5 
und IL-13 im Blut der werdenden Mutter in der 34. Schwangerschaftswoche und 
höheren Gesamt-IgE-Konzentrationen im Nabelschnurblut festgestellt. Weiterhin 




familiären Prädisposition sowie pränataler Expositionen. Im Nabelschnurblut der 
Jungen wurden zur Geburt signifikant weniger Tregs detektiert, als bei Mädchen. Auch 
das Auftreten atopischer Erkrankungen der Eltern (atopische Dermatitis, Asthma oder 
Heuschnupfen) war mit einer geringeren Treg-Anzahl im Nabelschnurblut verbunden. 
Dabei wurde ein besonders starker inverser Zusammenhang zwischen dem väterlichen 
Asthma und Tregs zur Geburt detektiert. Darüber hinaus war sowohl mütterliches 
Rauchen bzw. die Tabakrauch-Exposition, als auch die Verwendung von 
Desinfektionsmitteln während der Schwangerschaft, mit einer geringeren Treg-Anzahl 
im Nabelschnurblut verbunden. Es konnte gezeigt werden, dass das Risiko, im ersten 
Lebensjahr eine atopische Dermatitis zu entwickeln, für Kinder mit einer reduzierten 
Treg-Anzahl zur Geburt, erhöht ist.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen wichtigen Beitrag zur Verbesserung des 
Verständnisses der frühen Immunregulation, insbesondere hinsichtlich der Relevanz 
pränataler Faktoren für die Entwicklung der Tregs und die allergische Prädisposition.  
Die vorliegende Dissertation wurde zwischen März 2008 und August 2011 am 
Helmholtz-Zentrum für Umweltforschung GmbH - UFZ im Department 
Umweltimmunologie unter Leitung von Dr. Irina Lehmann und unter der Betreuung 
von Dr. Gunda Herberth angefertigt. Diese Arbeit entstand in Kooperation mit der 
Klinik für Dermatologie, Venerologie und Allergologie unter Leitung von Herrn Prof. 






AD atopische Dermatitis 
APC Antigen-präsentierende Zelle (engl. Antigen-presenting cell) 
CD Klassifizierung von Oberflächenantigenen (engl. cluster of 
 differentiation)  
CTLA-4 Zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen-4 (engl. Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen-4)  
DNA Desoxyribonukleinsäure 
ETS Zigarettenrauch in der Umgebung (engl. Environmental tobacco 
 smoke) 
FoxP3 Forkhead-Box-Protein P3 (engl. forkhead box P3) 
GITR Glukocorticoid-induziertes TNFR-verwandtes Protein (engl. 
Glucocorticoid-induced TNFR-related protein)  
IFN-γ Interferon-gamma  
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
IPEX X-chromosomal vererbtes Syndrom mit Immun-Dysregulation, 
Polyendokrinopathie und Enteropathie (engl. Immundysregulation, 
Polyendocrinopathie und Enteropathie, X-linked Syndrome) 
KI Konfidenzintervall 
LAG3 Lymphozyten Aktivierungsgen 3 (engl. Lymphocyte-activation 
 gene 3) 






MCP-1 (CCL2) Monozyten-Chemoattraktives Protein 1 (engl. Monocyte- 
  Chemoatractant protein-1) 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (engl. Major Histocompatibility 
 Complex) 
MR Mean ratio 
OR Odd ratio 
PHA Phytohämagglutinin 
TCR T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor) 
TGF-ß Transformierender Wachstumsfaktor beta (engl. Transforming 
 Growth Factor-ß) 
TH0 T-Helfer 0-Zellen (naive T-Helfer-Zelle) 
TH1 T-Helfer Zelle vom Typ 1 
TLR Toll-ähnlicher Rezeptor (engl. Toll like receptor) 
TNF-α Tumornekrosefaktor-alpha 
Tregs regulatorische T-Zellen 
TSDR Treg spezifische demethylierte Region (engl. Treg specific 






1.1. Hintergrund der Untersuchungen 
In den letzten Jahrzehnten ist die Prävalenz IgE-vermittelter allergischer Erkrankungen 
in den westlichen Industrienationen, insbesondere bei Kindern, sehr stark angestiegen 
(1-4). Über 25% der Bevölkerung ist von atopischer Dermatitis, allergischem Asthma, 
Heuschnupfen oder Nahrungsmittelallergien betroffen (5-7).  
Das Auftreten Allergen-spezifischer Reaktionen sowie der Nachweis veränderter 
Immunparameter im Nabelschnurblut Neugeborener, die später Allergien entwickeln, 
deutet darauf hin, dass die Basis für allergische Erkrankungen schon während der 
intrauterinen Entwicklung geschaffen wird (8, 9). Es wird vermutet, dass, neben einer 
genetischen Prädisposition, Faktoren in der Umwelt die Entwicklung des neonatalen 
Immunsystems beeinflussen (10). Regulatorische T-Zellen (Tregs) spielen eine 
essentielle Rolle bei der Immunregulation atopischer Erkrankungen (11, 12). Inwiefern  
pränatale Faktoren einen Einfluss auf die Tregs und das Allergierisiko des Kindes 
haben, ist bisher nicht bekannt und sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
untersucht werden. 
 
1.2. Historischer Hintergrund/Definition „Allergie“ 
Der Begriff „Allergie“ wurde im Jahre 1906 von Clemens von Pirquet eingeführt, um 
für den Organismus gefährliche Immunantworten von dem physiologischen Zustand der 
protektiven Immunität zu unterscheiden (13). 2001 wurde „Allergie“ von der „European 
Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI)“ als hypersensible Reaktion, 




Immunreaktionen bezeichnen die veränderte Reaktionsfähigkeit des Organismus auf ein 
im Allgemeinen harmloses Antigen und können gegen eine Vielzahl von Proteinen in 
der Umgebung, den Allergenen, gerichtet sein (5). Allergien entwickeln sich aufgrund 
einer Fehlregulation angeborener und adaptiver Immunantworten, die infolge 
komplexer Gen-Umwelt-Interaktionen bei allergischen Patienten gestört sind (15). Zu 
den typischen klinischen Manifestationen allergischer Erkrankungen zählen allergische 
Rhinitis, allergisches Asthma, Nahrungsmittelallergie, atopische Dermatitis und 
Anaphylaxis. 
 
1.3. T-Zellpopulationen mit Relevanz für die Entwicklung allergischer 
Erkrankungen 
T-Lymphozyten sind neben den B-Zellen die zellulären Träger der adaptiven Immunität 
und spielen eine zentrale Rolle in der Regulation des Immunsystems.  
Ein Meilenstein für das Verständnis der Bedeutung der T-Lymphozyten bei der 
Pathogenese allergischer Erkrankungen, ist die Beschreibung der T-Helfer-Zellen vom 
Typ 1 (TH1-Zellen) und Typ 2 (TH2-Zellen) durch Mosmann et al. und Del Prete et al. 
(16, 17) sowie die Entdeckung T-Zell assoziierter Zytokine, die die Bildung von IgE-
Antikörpern durch B-Zellen regulieren (18, 19).  
In den Körper eingedrungene Antigene werden von Antigen-präsentierenden Zellen 
(APC), zum Beispiel Dendritischen Zellen, aufgenommen und degradiert. Die 
entstehenden Peptide werden zur Antigenpräsentation an Moleküle des 
Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC) gebunden und auf der Oberfläche einer 
APC präsentiert. Für die Aktivierung einer T-Zelle und der damit verbundenen 
spezifischen Abwehrprozesse sind zwei Signale erforderlich. Das erste Signal wird 




Oberfläche der Antigen-präsentierenden Zelle ausgelöst. Das zweite Signal wird durch 
Adhäsions- und kostimulatorische Moleküle, wie CD40 (cluster of differentiation 40) 
oder CD80 und CD86 auf der Zelloberfläche und ihre zugehörigen Liganden CD40L 
(CD40 Ligand) oder CD28 vermittelt. 
Die Aktivierung von CD4 positiven T-Zellen spielt eine Schlüsselrolle für die 
Entwicklung allergischer Erkrankungen (20). Eine naive CD4 positive T-Zelle kann 
sich nach Stimulation, in Abhängigkeit des Zytokinmilieus, in eine Vielzahl 
verschiedener T-Zellpopulationen differenzieren. Dazu zählen TH1-, TH2-, TH17-, 
Tregs, oder die erst kürzlich beschriebenen, TH9-, TH22- oder TfH-Zellen (21, 22). Sie 
unterscheiden sich hinsichtlich ihres Zytokinsekretionsmusters sowie der Expression 
von Transkriptionsfaktoren und haben spezifische Funktionen für die Immunabwehr 
(21, 23). 
TH1-Zellen produzieren IL-2, IFN-γ und TNF-ß. Sie induzieren die funktionelle 
Reifung zytolytischer T-Zellen sowie die Aktivierung von Makrophagen und sind, 
neben der Abwehr  intrazellulärer Pathogene, an Autoimmunreaktionen beteiligt (24). 
TH2-Zellen sind Träger der humoralen Immunität und sezernieren vor allem IL-4, IL-5, 
IL-9 und IL-13.  Insbesondere durch die Zytokine IL-4 und  IL-13, durch die der 
Immunglobulin-Klassenwechsel zu IgE in B-Zellen reguliert wird, haben TH2-Zellen 
bei allergischen Reaktionen eine Schlüsselfunktion (24). Das Gleichgewicht zwischen 
TH1- und TH2-Zellen spielt bei der Pathogenese allergischer Erkrankungen eine 
entscheidende Rolle (25). Durchflusszytometrische Analysen zeigten, dass eine 
geringere Anzahl IFN-γ-produzierender TH1-Zellen zur Prädominanz des TH2-Profils 
bei allergischen Erkrankungen beiträgt (26).   
 
Allergische Reaktionen vom Typ-I (IgE-vermittelte Sofortreaktion) laufen in zwei 




(Allergen) löst die Differenzierung und klonale Expansion Allergen-spezifischer TH2-
Zellen aus, die IL-4 und IL-13 produzieren. Durch diese Zytokine werden Plasmazellen 
dazu veranlasst, spezifische IgE-Antikörper zu produzieren. Die Mehrzahl der IgE-
Antikörper bleibt auf der Zelloberfläche von Mastzellen und Basophilen an hoch-affine 
FcεRI-Rezeptoren gebunden (27). Der Organismus ist für dieses Allergen sensibilisiert. 
Der erneute Kontakt mit dem gleichen Allergen, führt zur Quervernetzung der IgE-
FcεRI-Komplexe auf der Oberfläche der Mastzellen und Basophilen. Dadurch werden 
diese Zellen aktiviert und setzen vasoaktive Amine (vor allem Histamin), 
Lipidmediatoren (Prostaglandine und Leukotriene), Chemokine und andere Zytokine 
(zum Beispiel TNF-α, IL-4, IL-5, IL-13) aus den Granula frei, die charakteristisch für 
die allergische Sofortreaktion sind (27, 28). Nach vorangegangener Sensibilisierung 
treten, durch Zweitkontakt mit dem gleichen Antigen, innerhalb weniger Minuten die 
typischen Symptome allergischer Sofortreaktionen, wie Urtikaria, Ödem-Bildung, 
allergische Rhinitis, Asthma oder Durchfall, auf.  
Bei kontinuierlicher Allergen-Exposition werden Spätphase-Reaktionen getriggert, bei 
denen vor allem T-Zellen, Eosinophile und Basophile rekrutiert und aktiviert werden. 
Aktivierte Allergen-spezifische TH2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 und 
spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Konzentration Allergen-
spezifischen IgEs, Eosinophilie, der Rekrutierung weiterer Zellen an den Ort der 
Inflammation, der Mucus-Produktion etc. Dadurch werden ernste klinische 
Manifestationen der Allergie, wie chronisches persistierendes Asthma oder auch 
systemische anaphylaktische Reaktionen ausgelöst (2, 11, 29).  
 
Das TH1/TH2-Paradigma, mit einer Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung TH2 
bei der Entstehung allergischer Erkrankungen, ist jedoch wahrscheinlich komplexer, als 




T-Helferzellpopulationen sowie B-Zellen und Dendritischen Zellen (11). Es ist bekannt, 
dass vor allem Tregs eine essentielle Rolle bei der Regulation allergischer 
Erkrankungen spielen (11, 12, 20, 30). In epidemiologischen Studien wurde bereits 
gezeigt, dass die Anzahl und/oder Funktion der Tregs bei Patienten mit allergischen 
Erkrankungen, verglichen mit Gesunden, verändert bzw. beeinträchtigt ist (31-34). 
Darüber hinaus wird vermutet, dass  auch TH17- und TH22-Zellen im Rahmen von 
atopischen Erkrankungen an inflammatorischen Prozessen im Gewebe beteiligt sind 
(35, 36). 
 
1.4. Regulatorische T-Zellen 
Tregs wurden 1995 erstmals in Mäusen, später auch beim Menschen, als eine 
Subgruppe CD4 positiver T-Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften beschrieben, 
die die α-Untereinheit des IL-2 Rezeptors (CD25) konstitutiv exprimieren (37, 38). Sie 
spielen eine wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen 
Immunität und Toleranz (39, 40). Durch die Suppression der Proliferation und 
Zytokinproduktion anderer T-Helfer-Zellpopulationen werden überschießende 
Immunantworten, sowohl auf fremde Antigene, als auch auf Autoantigene, die der 
Deletion im Thymus entgehen bzw. de novo entstehen, inhibiert, und Allergien oder 
Autoimmunreaktion verhindert (11, 41). 
Natürliche CD4+CD25high Tregs (nTregs) entstehen im Thymus aus dorthin migrierten 
T-Vorläuferzellen des Knochenmarks. Nach Positivselektion und der Initiation der 
FOXP3 Expression gelangen sie als CD4+CD25high T-Zellen mit stabiler FOXP3 
Expression in den Kreislauf (42). Beim Menschen machen sie ca. 1-3% der 
zirkulierenden CD4 positiven T-Zellen aus (43, 44). Bei Mäusen bzw. Ratten ist der 




außerdem darin, dass hier sowohl die CD4 positiven T-Zellen mit geringer, als auch die 
mit einer hohen CD25 Expression regulatorisch wirken, wohingegen die stark 
regulatorische Funktion beim Menschen auf die CD4+CD25high Population beschränkt 
ist (43).  
Neben nTregs gibt es induzierte oder adaptive Tregs (iTregs, aTregs), die nach 
Antigenkontakt in Gegenwart von TGF-ß in der Peripherie aus CD4+CD25- T-Zellen 
entstehen  und in verschiedene Subpopulationen, wie Tr1- oder Th3-Zellen unterteilt 
werden (45-47). Der Anteil der iTregs am gesamten Treg-Pool ist bisher unbekannt 
(48). 
Sowohl CD4+CD25high, als auch iTregs sind in der Lage, die Entwicklung allergischer 
Erkrankungen während der Sensibilisierung und/oder der Effektorphase durch 
verschiedene Mechanismen zu kontrollieren und zu modifizieren (11). Dazu zählen zum 
Beispiel die Suppression von TH1-, TH2- und TH17-Zellen, Eosinophiler, Mastzellen 
und Basophiler sowie die Induktion des Antikörper-Klassenwechsels von IgE zu IgG 
durch direkte Beeinflussung der B-Zellen (49, 50). Die zugrunde liegenden 
Mechanismen der Treg-vermittelten Suppression sind noch nicht vollständig 
verstanden. Eine Vielfalt löslicher und membrangebundener Faktoren, wie IL-10,   
TGF-ß, CTLA-4, IDO und Granzym/Perforin tragen zur Funktion der Tregs bei (51).  
Der Transkriptionsfaktor FOXP3 (forkhead box P3) spielt eine Schlüsselrolle für die 
Entwicklung und Funktion von Tregs (52, 53). Experimentelle Untersuchungen in 
Mäusen zeigten, dass der retrovirale Gentransfer von FOXP3, naive CD4 positive T-
Zellen in Zellen mit einem regulatorischen Phänotyp verwandelt (52). Ein 
Funktionsverlust von FOXP3 infolge einer Frameshift-Mutation im FOXP3 Gen, ist mit 
der Entwicklung eines schweren Autoimmunitätsphänotyps, der „scurfy“-Maus, bzw. 
mit dem IPEX-Syndrom (Immundysregulation, Polyendocrinopathie und Enteropathie, 




Trotz seiner Schlüsselrolle für die Entwicklung und Funktion regulatorischer T-Zellen 
und der konstitutiven Expression in stabilen CD4+CD25high Tregs ist FOXP3 kein 
exklusiver, Treg-spezifischer Marker. Es konnte gezeigt werden, dass auch 
konventionelle CD4 positive T-Zellen FOXP3 nach Aktivierung transient exprimieren, 
ohne regulatorische Aktivität zu besitzen (57-60). Neben der α-Untereinheit des IL-2 
Rezeptors (CD25) und FOXP3, exprimieren  natürliche CD4+CD25high Tregs auf ihrer 
Oberfläche unter anderem GITR (glucocorticoid-induced tumour necrosis factor 
receptor family-related protein), CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein) 
und LAG-3 (lymphocyte activation gene) (20, 61-63). Diese Marker sind jedoch 
genauso wenig spezifisch, wie der CD4+CD25high-Phänotyp (64). Es wurde beschrieben, 
dass eine Abgrenzung der Tregs zu aktivierten T-Zellen offenbar durch die differentielle 
Expression der α-Kette des IL-7 Rezeptors (CD127) möglich ist (65, 66). Im Vergleich 
zu aktivierten T-Zellen, ist CD127 bei Tregs herunterreguliert. Unter Verwendung einer 
Kombination der Marker CD4, CD25 and CD127 konnten Liu et al. eine hoch reine 
Treg-Population isolieren. Diese Zellen waren nicht nur FOXP3 positiv und anerg, sie 
zeigten auch eine starke suppressive Funktion (66). Darüber hinaus konnte kürzlich 
nachgewiesen werden, dass sowohl die Induktion, als auch eine stabile Expression von 
FOXP3 epigenetisch reguliert werden (67). Im Rahmen von Sequenzanalysen wurde 
eine hoch konservierte nicht kodierende Region innerhalb des FOXP3 Locus, die Treg 
spezifische demethylierte Region (Treg specific demethylated region, TSDR) 
identifiziert (68, 69). Es wurde gezeigt, dass die Demethylierung dieser Region mit der 
Stabilität der FOXP3 Expression in natürlichen CD4+CD25high Tregs verbunden ist, 
wohingegen aktivierte T-Zellen mit transienter FOXP3 Expression, keine FOXP3 
DNA-Demethylierung in der TSDR aufweisen  (68-70). Diese Ergebnisse deuten darauf 
hin, dass der Methylierungsstatus der TSDR regulatorisch auf die FOXP3 Expression 




Voraussetzung für die Entwicklung stabiler Tregs ist (71). Darüber hinaus wurde 
nachgewiesen, dass die FOXP3-Demethylierung mit der suppressiven Funktion der 
Tregs korreliert (72). Eine vollständige Demethylierung in der TSDR des FOXP3 Gens 
wurde daher als geeigneter Biomarker zur Detektion und Quantifizierung stabiler 
CD4+CD25high Tregs, sowohl im peripheren Blut Erwachsener, als auch im 
Nabelschnurblut, beschrieben (69, 72, 73). Der Nachweis erfolgt mittels 
methylspezifischer real-time PCR (73). Dieser Parameter ermöglicht die Untersuchung 
der Tregs, zum Beispiel im Zusammenhang mit der Entwicklung allergischer 
Erkrankungen, auch in großen Populationsstudien und internationalen multizentrischen 
Analysen, in denen durchflusszytometrische Analysen frischer Proben aufgrund der 
Lagerungs- und Transportbedingungen logistisch problematisch sind (72).  
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Messung der Tregs sowohl 
durchflusszytometrisch in einer Subkohorte (n=24 Mutter-Kind Paare) mittels vierfach 
Färbung frisch isolierter Lymphozyten unter Verwendung der Marker CD4, CD25, 
CD127 und FOXP3 (74), als auch mittels methylspezifischer real-time PCR in der 
gesamten Kohorte der LINA-Studie (n=346 Mutter-Kind Paare) (75).  
 
1.5. Bedeutung des Immunstatus zur Geburt - prädiktive Marker für die 
Allergieentstehung  
Zahlreiche Studien belegen, dass Abweichungen im Immunstatus zur Geburt 
weitreichende Folgen haben können (9, 76-80). Insbesondere die Zytokinproduktion im 
Nabelschnurblut gilt als prädiktiv für die Entwicklung allergischer Erkrankungen in der 
frühen Kindheit. Prescott et al. konnten zeigen, dass die postnatale Reifung der TH1-




denen durch genetische Prädisposition ein Risiko besteht, im Vergleich zu Gesunden, 
verzögert ist (81). Aus den Daten von Hagendorens et al. sowie Herberth et al. geht 
gleichermaßen hervor, dass das Risiko für eine atopische Dermatitis in der frühen 
Kindheit, für Kinder mit einer geringeren Anzahl IFN-γ produzierender CD4 positiver 
T-Zellen bzw. mit einem höheren Anteil IL-4 produzierender T-Zellen im 
Nabelschnurblut, signifikant erhöht ist (77, 78). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
dass eine hohe Konzentration TH2-assoziierter Chemokine, wie CCL17 und CCL22, im 
Nabelschnurblut, mit der Entwicklung allergischer Erkrankungen, wie atopischer 
Dermatitis, verbunden ist (82).  Obwohl viele Studien einen Zusammenhang zwischen 
der Zytokinproduktion im Nabelschnurblut und allergischen Erkrankungen in der frühen 
Kindheit zeigen, konnten diese Befunde in anderen Untersuchungen nicht beobachtet 
werden (83, 84). Die Diskrepanz der Ergebnisse ist vermutlich durch Unterschiede im 
Studiendesign und der experimentellen Methodik begründet (85). Zusammenhänge 
zwischen Zytokinen im Nabelschnurblut und allergischen Erkrankungen wurden vor 
allem durch Messungen auf zellulärer Ebene detektiert (mittels Durchflusszytometrie), 
was darauf hindeutet, dass der zelluläre Ursprung der Zytokine eine wichtige Rolle 
spielt (86).  
Weiterhin wurde auf DNA-Ebene ein Zusammenhang zwischen veränderten 
Methylierungsmustern bei TH1- und TH2-Zellen im Nabelschnurblut und der 
Entwicklung atopischer Erkrankungen im 2. Lebensjahr beschrieben (87). Neben 
TH1/TH2-Markern wurden eine  Reihe weiterer Parameter, wie zum Beispiel die IgE-
Konzentration, die Zusammensetzung ungesättigter Fettsäuren oder die Funktion von 
Toll-like Rezeptoren im Nabelschnurblut, hinsichtlich ihres prädiktiven Werts für 
atopische Erkrankungen in der frühen Kindheit, untersucht (85, 88). Die Identifizierung 
zuverlässiger prognostischer Atopie-Marker im Nabelschnurblut ist von großem 




Präventionsstrategien anwenden zu können (85). 
 
1.6. Ursachen der frühkindlichen Allergieentstehung – genetische Prädisposition 
und pränatale Umgebung 
Dass bereits zur Geburt Unterschiede im Immunstatus allergischer und nicht-
allergischer Kinder auftreten, deutet darauf hin, dass die Grundlage für eine allergische 
Reaktionslage schon in frühen Phasen der Entwicklung geschaffen wird (89, 90).  Man 
geht davon aus, dass die Prägung des fötalen Immunsystems bereits intrauterin durch 
verschiedene Faktoren in der pränatalen Umgebung beeinflusst wird, die die Neigung 
zu allergischen Erkrankungen modulieren (91).  
Die erhöhte Allergie-Prävalenz unter Verwandten ersten Grades zeigt, dass die 
genetische Prädisposition für die Entwicklung atopischer Erkrankungen von zentraler 
Bedeutung ist (92-94). Die werdende Mutter spielt bei der Programmierung des fötalen 
Immunsystems eine wichtige Rolle. Die Plazenta, die den heranwachsenden Embryo 
bzw. Fötus vom Blutkreislauf der Mutter isoliert, wirkt als immunologische Barriere, ist 
aber in beide Richtungen nicht vollständig undurchlässig. Fötale Zellen können über das 
Fruchtwasser oder das Plazentagewebe bereits ab der 20. Schwangerschaftswoche mit 
Allergenen, die die Mutter aufnimmt, in Kontakt kommen (95-97). Auch 
immunologisch relevante Moleküle, wie Zytokine können die Plazenta überqueren (98). 
Es wird postuliert, dass die mütterliche Immunantwort die Entwicklung des fötalen 
Immunsystems beeinflusst (89, 99). Da Zytokine die Richtung der T-
Zelldifferenzierung bestimmen, ist das intrauterine Milieu für die Prägung der fötalen 
Immunantwort von besonderer Bedeutung (100). Im Rahmen der LINA-Studie konnte 
bereits ein Zusammenhang zwischen den inflammatorischen Markern MCP-1, IL-10 




nachgewiesen werden (101). Kim et al. konnten einen Zusammenhang zwischen einer 
stärkeren TH2-Immunantwort, insbesondere höheren IL-4 Konzentrationen, bei Müttern 
während der Schwangerschaft und dem Auftreten von Atopie und Wheezing bei 
Kindern im 3. Lebensjahr, beobachten (102).  
Neben der genetischen Prädisposition und der mütterlichen Immunregulation 
beeinflussen auch Umweltfaktoren die Entwicklung des fötalen Immunsystems (103, 
104). Vor allem im Zusammenhang mit mikrobieller Belastung, Ernährung und 
Umweltschadstoffen konnte schon gezeigt werden, dass Expositionen während der 
Schwangerschaft, den Immunstatus des Kindes zur Geburt modulieren (105-107). Aus 
epidemiologischen Studien ist zum Beispiel bekannt, dass das Allergierisiko für Kinder, 
die auf dem Bauernhof aufwachsen, signifikant geringer ist (108, 109). Dieser Effekt ist 
besonders stark, wenn die Mütter bereits in der Schwangerschaft regelmäßig mit 
mikrobiellen Substanzen in Kontakt waren (109, 110). Zugrundeliegende Mechanismen, 
die erklären wie Expositionseffekte in der Schwangerschaft übertragen werden und die 
Suszeptibilität des Nachwuchses verändern können, sind jedoch noch nicht bekannt. 
Daten aus humanen und tier-experimentellen Studien deuten darauf hin, dass Ereignisse 
in der Schwangerschaft die fötale Genexpression durch epigenetische Mechanismen 
beeinflussen (111-114). Durch DNA-Demethylierung/-Methylierung oder 
Chromatinmodifikation können pränatale Expositionen immunrelevante Gene 
aktivieren oder still legen und sich dadurch positiv oder negativ auf die allergische 
Prädisposition auswirken (90, 91). Breton et al. konnten zum Beispiel zeigen, dass die 
Tabakrauchexposition während der Schwangerschaft mit einer globalen 
Hypomethylierung bzw. der Hypermethylierung spezifischer fötaler Gene, verbunden 
ist (111). Weiterhin haben Liu et al. in einem murinen Asthma-Modell beschrieben, 
dass die Dieselpartikel- und Allergenexposition mit Veränderungen des 




ist (112). Im Zusammenhang mit ernährungsspezifischen Faktoren haben Hollingsworth 
et al. in einem murinen Asthma-Modell gezeigt, dass die Supplementierung mit 
Folsäure, einem Methyldonor, in der Schwangerschaft  zu einer differenziellen 
Methylierung von 84 Loci in der Lunge führt (114). Insbesondere die herunter regulierte 
Genaktivität des Transkriptionsfaktors Runx3  war mit einer erhöhten Inflammation der 
Atemwege und erhöhten IgE-Spiegeln bei den Nachkommen verbunden (114). Im 
Gegensatz dazu wurde in einer Tier-experimentellen Studie von Brand et al. gezeigt, 
dass die pränatale Exposition von Mäusen mit Mikroorganismen, insbesondere dem 
Gram-negativen Bakterium Acinetobacter lwoffii F78, die Nachkommen vor 
allergischen Erkrankungen schützt (113). Dieser Befund bestätigt die  Ergebnisse 
epidemiologischer Studien, in denen der protektive Effekt der ländlichen Umgebung 
und des Bauernhofs bereits beschrieben wurde (105, 108-110). 
 
Man vermutet, dass auch regulatorische Signalwege durch pränatale Faktoren 
beeinflusst werden (20). Die Bedeutung der Tregs für die Etablierung kontrollierter 
Immunantworten, insbesondere bei der Verhinderung von Allergien, wurde in 
zahlreichen Untersuchungen dokumentiert (31-34). Abweichungen in Anzahl und/oder 
Funktion der Tregs durch intrauterine Faktoren könnten eine Schlüsselrolle dabei 
spielen, ob ein Kind später Allergien entwickelt, oder davor geschützt ist. Bisher gibt es 
nur wenige und zum Teil widersprüchliche Daten zur intrauterinen Beeinflussung der 
Tregs und dem Risiko für allergische Erkrankungen. Es wurde zum Beispiel gezeigt, 
dass die Funktionalität der Tregs bei Kindern mit einer atopischen Familienanamnese 
zur Geburt geringer ist, verglichen mit Kindern gesunder Eltern (115, 116). Im 
Gegensatz dazu, haben Rindsjö et al. keinen Zusammenhang zwischen allergischen 
Erkrankungen der Mütter und verschiedenen Treg Subpopulationen detektiert  (84). Die 




Geburtskohorten-Studien zu charakterisieren, zurückzuführen. Inwiefern mütterliche 
Tregs, die intrauterine Entwicklung der fötalen Tregs beeinflussen, ist bisher nicht 
bekannt.  
 
1.7. Die LINA-Studie  
Die prospektive Geburtskohorten-Studie LINA (Einfluss von Lebensstil und 
Umweltfaktoren auf das Neugeborenen Allergierisiko) wurde entworfen, um den 
Einfluss von Lebensstil und Umweltfaktoren auf das Allergierisiko Neugeborener zu 
untersuchen. Zwischen Mai 2006 und Dezember 2008 wurden dafür in Leipzig 622 
Mutter-Kind Paare rekrutiert. Die Studienzentren sind das Department für 
Umweltimmunologie des Helmholtz-Zentrums für Umweltforschung (UFZ) sowie das 
Kinderkrankenhaus des Klinikums St. Georg in Leipzig.  
Blutabnahmen erfolgten in der  34. Schwangerschaftswoche, zur Geburt 
(Nabelschnurblut) sowie von Mutter und Kind im ersten Lebensjahr des Kindes. Im 
Serum der Mutter-Kind Paare wurde die Konzentration von Gesamt- und spezifischem 
IgE gegen Inhalations- und Nahrungsmittelantigene analysiert. Außerdem wurde die 
Produktion von TH1-, TH2- und TH17-Zytokinen und inflammatorischen Markern in 
den Blutproben von Mutter und Kind nach Stimulation mit Phytohämagglutinin (PHA) 
bestimmt.  
Angaben zur atopischen Familienanamnese, Umweltexpositionen  während der 
Schwangerschaft, Lebensstil sowie zu Symptomen allergischer Erkrankungen innerhalb 
des ersten Lebensjahres wurden im Rahmen ausführlicher Fragebögen erfasst. 
Informationen zum Auftreten einer atopischen Dermatitis beruhen auf einer ärztlichen 




organischer Substanzen, Staub und Schimmel im Zuhause der Studienteilnehmer 
erfasst.  
Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen pränatalen Faktoren, Tregs und dem 
Allergierisiko in der frühen Kindheit ist einer der Schwerpunkte der LINA-Studie und 







Tregs spielen eine wichtige Rolle bei der Immunregulation atopischer Erkrankungen.  
Die Grundlage für eine allergische Reaktionslage wird vermutlich schon während der 
intrauterinen Entwicklung geschaffen. Über den Einfluss der intrauterinen Umgebung 
auf die Tregs zur Geburt ist bisher wenig bekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit 
bestand darin, den Einfluss pränataler Faktoren, wie dem Immunstatus der werdenden 
Mutter, der genetischen Prädisposition sowie einer Reihe von Umweltexpositionen, auf 
den Immunstatus der Neugeborenen zu untersuchen. Ein besonderer Schwerpunkt 
wurde dabei auf regulatorische T-Zellen gelegt. Weiterhin sollte die Relevanz der Tregs 
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Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des 
Gleichgewichts zwischen Immunität und Toleranz und verhindern dadurch zum 
Beispiel Allergien oder Autoimmunität (11, 39, 41, 42). Das Ziel dieser Arbeit bestand 
darin, den Einfluss pränataler Faktoren auf die Anzahl der Tregs und den Immunstatus 
des Kindes zur Geburt zu untersuchen. Außerdem sollte die Relevanz der Treg-Anzahl 
zum Zeitpunkt der Geburt für die Entwicklung allergischer Erkrankungen während des 
ersten Lebensjahres geklärt werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 schematisch 
zusammengefasst.  
Für die Messung der Tregs wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. Die 
Analyse auf zellulärer Ebene mittels Durchflusszytometrie erlaubt eine phänotypische 
und funktionelle Charakterisierung der Tregs. Die Phänotypisierung erfolgte durch 
vierfach-Färbung frisch isolierter Lymphozyten aus dem peripheren Blut der werdenden 
Mütter und Nabelschnurblut mit spezifischen Antikörpern gegen CD4, CD25 (α-Kette 
des IL-2 Rezeptors), CD127 (IL-7 Rezeptor) und FOXP3 (74). Da unter Nutzung dieser 
Methode kein hoher Probendurchsatz möglich ist, erfolgten diese Untersuchungen in 
einer Subkohorte der LINA-Studie (n=24 Mutter-Kind Paare). Bei der zweiten Methode 
erfolgte die Detektion der Tregs über die Messung der Treg-spezifischen demethylierten 
Region (TSDR) durch eine methylspezifische qPCR. Diese Methode ermöglicht die 
zuverlässige Quantifizierung stabiler CD4+CD25highFOXP3 positiver Tregs in großen 
Populationsstudien (69, 72, 73) und wurde in dieser Arbeit angewendet, um Tregs im 
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Abbildung 2. Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.  
Eine geringe Anzahl mütterlicher Tregs während der Schwangerschaft und eine erhöhte 
Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 waren mit erhöhten Gesamt-IgE-Konzentrationen 
im Nabelschnurblut verbunden (Hinz et al., Clin Exp Allergy 2010) (grün unterlegt).  
Das männliche Geschlecht des Kindes, die Atopie der Eltern, Rauchen und 
Desinfektionsmittel-Exposition während der Schwangerschaft sowie eine erhöhte 
mütterliche Produktion von IFN-γ, IL-13 und IL-17E war mit einer geringeren Treg-
Anzahl im Nabelschnurblut assoziiert. Eine niedrigere Treg-Anzahl im Nabelschnurblut 
war wiederum mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer atopischen 
Dermatitis und der Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene im 1. Lebensjahr 
verbunden (Hinz et al., Allergy 2011) (blau unterlegt).   
*Bei Müttern mit atopischer Dermatitis, Asthma oder Heuschnupfen war die IL-13-
Produktion signifikant höher. 
**Die Verwendung von Desinfektionsmitteln in der Schwangerschaft war mit einer 





4.1. Unterschiede im Phänotyp und der Funktion der Tregs in der 
Schwangerschaft und zur Geburt 
Die durchflusszytometrische Analyse anhand der Expression von CD4, CD25, CD127 
und FOXP3 zeigte, dass im Nabelschnurblut Neugeborener der Anteil der 
CD4+CD25high Tregs in der Lymphozytenpopulation deutlich höher war, verglichen mit 
den werdenden Müttern. Im Gegensatz dazu, war der Anteil FOXP3 positiver Zellen 
innerhalb der CD4+CD25high Tregs Population zur Geburt signifikant geringer, als im 
Blut der Mutter während der Schwangerschaft (74). Dieses Ergebnis unterstützt die 
Befunde anderer Studien (117-119). Fujimaki et al. haben auf Proteinebene ebenfalls 
eine geringere FOXP3 Expression in unstimulierten CD4+CD25+ Tregs aus dem 
Nabelschnurblut, im Vergleich zu Erwachsenen, nachgewiesen (117). Schaub et al. 
konnten nach Stimulation mit Lipid A bzw. Peptidoglykan gleichermaßen eine 
niedrigere FOXP3 mRNA-Expression in Mononukleären Zellen aus dem 
Nabelschnurblut, verglichen mit dem peripheren Blut Erwachsener, zeigen (119). 
 
Zur Analyse der suppressiven Funktion der Tregs bei den werdenden Müttern und ihren 
Neugeborenen wurde in der vorliegenden Arbeit die Proliferation von CD4+CD25- 
Effektor T-Zellen nach anti-CD3/CD28-Stimulation mit der in einer Co-Kultur aus 
CD4+CD25- Effektor T-Zellen und CD4+CD25+ Tregs verglichen. Hinsichtlich der 
Funktionalität der Tregs gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den 
Neugeborenen und den werdenden Müttern (74). In  einer anderen Studie wurde schon 
gezeigt, dass Tregs im Nabelschnurblut funktionell aktiv sind, jedoch in geringerem 
Maße, verglichen mit PBMCs Erwachsener (116). Schaub et al. haben gezeigt, dass die 
Funktion der Tregs nach Stimulation mit PHA zur Geburt signifikant geringer ist, im 




beobachteten, zu stehen. In der vorliegenden Arbeit gab es jedoch Unterschiede 
hinsichtlich der Proliferation der Effektor-T-Zellen. Diese war nach anti-CD3/CD28-
Stimulation im Nabelschnurblut signifikant geringer, als bei den Müttern (74). Es wurde 
bereits gezeigt, dass die Hemmung der T-Zellantworten durch Tregs von den 
Stimulationsbedingungen abhängt (43). Je stärker der T-Zell-Rezeptor stimuliert wird, 
umso resistenter sind die Effektor-Zellen gegenüber der Hemmung durch Tregs. In den 
Analysen von Schaub et al. erfolgte die Stimulation der Zellen mit PHA. Unter diesen 
Bedingungen waren Proliferation und Zellteilung im Nabelschnurblut deutlich höher, 
als im Blut Erwachsener.  Es wäre denkbar, dass Tregs auch mit möglicherweise noch 
unreifer Funktion die Zellteilung weniger stark stimulierter Effektor-T-Zellen hemmen 
können, wohingegen eine Suppression unter stärken Stimulationsbedingungen, wie in 
den Analysen von Schaub et al., im Nabelschnurblut beeinträchtigt ist.  
 
4.2.  Zusammenhang zwischen dem Immunstatus der werdenden Mutter und dem 
des Kindes zur Geburt 
Maternale Tregs vs. IgE zur Geburt 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen einer 
reduzierten Treg-Anzahl im Blut der werdenden Mutter in der 34. 
Schwangerschaftswoche und erhöhten Gesamt-IgE-Konzentrationen im Serum ihrer 
Neugeborenen gibt (74).  
Tregs kontrollieren Immunreaktionen durch verschiedene Mechanismen, einschließlich 
der Suppression von Effektor-T-Zellpopulationen (TH1, TH2, TH17), Eosinophilen, 
Mastzellen und Basophilen und der Induktion des Antikörper Switchs von IgE auf IgG4 
durch die Interaktion mit B-Zellen (11). Ein Mechanismus, durch den Tregs der 




Kindes regulieren kann, ist noch nicht bekannt. Tregs spielen während der 
Schwangerschaft eine wichtige Rolle für die Etablierung eines intrauterinen 
Mikromilieus, das die Toleranz des semiallogenen Fötus ermöglicht und eine 
Abstoßungsreaktion verhindert (120). Es wurde gezeigt, dass mütterliche Tregs über die 
Plazenta in den fötalen Kreislauf gelangen können und dort die Entwicklung von 
CD4+CD25highFOXP3+ Tregs induzieren, die die fötale Immunantwort gegen 
mütterliche Antigene supprimieren (121). Es ist daher vorstellbar, dass Tregs der Mutter 
im fötalen Kreislauf regulatorisch wirken und den Prozess der allergischen 
Sensibilisierung beeinflussen. Die tendenzielle Korrelation zwischen der Anzahl der 
Tregs der Mütter und denen des Kindes in der vorliegenden Arbeit unterstützt diese 
Hypothese (r = 0.37, P = 0.069; Spearman`s Rangsummentest) (74). 
In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass eine Sensibilisierung nicht in utero 
stattfindet, sondern aus dem Transfer von mütterlichem IgE resultiert und nach den 
ersten sechs Lebensmonaten nicht mehr nachweisbar ist (122, 123). In der vorliegenden 
Arbeit korrelierten die Gesamt-IgE-Spiegel der Mütter während der Schwangerschaft 
mit denen der Neugeborenen (Nabelschnurblut) sehr stark (r = 0.72, P = 0.001; 
Spearman`s Rangsummentest) (74). Es ist daher denkbar, dass bei Müttern mit einer 
hohen Anzahl an Tregs und einer geringen Gesamt-IgE-Konzentration auch wenig 
mütterliches IgE in den Fötus gelangt. Bisher wurde angenommen, dass IgE-Antikörper 
die Plazenta nicht durchqueren können (124). Tier-experimentell wurde jedoch 
nachgewiesen, dass humanes IgE durch die Plazenta von Affen gelangt (125). Dennoch 
ist der Mechanismen des materno-fötalen Transfers von IgE-Antikörpern noch unklar 
und der Ursprung des IgEs im Nabelschnurblut wird in der Literatur kontrovers 
diskutiert (122, 123). Eine Kontamination des Nabelschnurbluts mit mütterlichem Blut 




IgA-Antikörper ausgeschlossen werden (Anlage dieser Arbeit: Hinz et al., Clin Exp 
Allergy 2010). Unsere Daten deuten erstmals darauf hin, dass 
mütterliche Tregs möglicherweise einen regulatorischen Einfluss hinsichtlich der 
fötalen IgE-Produktion haben könnten.  
 
Maternale Zytokinproduktion vs. IgE  zur Geburt 
Weiterhin zeigten unsere Daten, dass die IgE-Konzentration zur Geburt auch durch die 
mütterlichen Zytokine in der Schwangerschaft beeinflusst wird.  Neugeborene von 
Müttern, bei denen nach Stimulation mit PHA eine erhöhte Konzentrationen der TH2-
Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 sowie des inflammatorischen Markers TNF-α gemessen 
wurden, hatten zur Geburt signifikant höhere Gesamt-IgE-Konzentrationen  (74). 
Neben IL-4 spielt IL-13 eine wichtige Rolle beim Immunglobulin-Klassenwechsel in B-
Zellen und der Produktion von IgE-Antikörpern und hat daher eine Schlüsselrolle bei 
der Pathogenese allergischer Erkrankungen (24). Es wurde beschrieben, dass sich 
neonatale B-Zellen durch Inkubation mit IL-4 und anti-CD40 Antikörpern zu IgE-
produzierenden Zellen entwickeln können (126, 127). Kopp et al. konnten zeigen, dass 
die Sensibilisierung bei Müttern mit einer reduzierten Produktion des TH2-
Antagonisten IFN-γ im Blut der Mütter und einer erhöhten Bildung von IL-13 durch 
Mononukleäre Zellen ihrer Neugeborenen verbunden ist (8). Breckler et al. haben 
beschrieben, dass Mütter, die selbst unter allergischen Erkrankungen leiden, während 
der gesamten Schwangerschaft höhere IL-13 Antworten (infolge Allergen-spezifischer 
Stimulation) zeigten. Bei gesunden Müttern jedoch, wurde eine Herabregulation der per 
se niedrigeren IL-13 Antwort ab dem 2. Trimester beobachtet (128). Außerdem wurde 
ein Zusammenhang zwischen einer stärkeren TH2 gerichteten Immunantwort während 




 dritten Lebensjahr beobachtet (102). Es ist annehmbar, dass das intrauterine 
Zytokinmilieu werdender Mütter, in deren Blut eine hohe Konzentration Allergie 
fördernder Zytokine, wie IL-4 oder IL-13, vorliegt, die fötale Immunregulation 
beeinflusst und die IgE-Produktion begünstigt.  
 
Maternale Zytokinproduktion vs. Tregs zur Geburt 
Das lokale Zytokinmilieu spielt eine Schlüsselrolle bei der T-Zellpolarisierung in 
Richtung TH1-, TH2-, TH17-Zellen oder Tregs und ist daher entscheidend für die 
Aktivierung bzw. Inhibierung von Immunantworten (22, 129). In der Literatur gibt es 
zahlreiche Hinweise darauf, dass die Reifung des fötalen Immunsystems unter anderem 
durch den maternalen Immunstatus beeinflusst wird (8, 89, 102, 130).  
In der vorliegenden Arbeit gab es einen starken inversen Zusammenhang zwischen der 
PHA-induzierten Produktion der TH1/TH2-Zytokine IFN-γ und IL-13 sowie des TH2-
verwandten Zytokins IL-17E (IL-25) im Blut der Mutter und der Treg-Anzahl im 
Nabelschnurblut. Das deutet darauf hin, dass eine starke adaptive Immunantwort der 
Mutter, möglicherweise antagonistisch auf die Entwicklung fötaler Tregs wirkt.   
Im Rahmen von in vitro Experimenten zur Induktion von Tregs wurde bereits gezeigt, 
dass TH1/TH2-polarisierende Zytokine die Treg-Differenzierung aus naiven CD4 
positiven Vorläuferzellen hemmen können (131). Daten aus einem experimentellen 
Maus-Modell deuten ebenfalls darauf hin, dass die in vitro Reifung humaner neonataler 
CD4 positiver T-Lymphozyten durch das Zytokinmilieu zum Zeitpunkt der Prägung 
beeinflusst wird (100), beziehungsweise, dass das in utero herrschende TH2/TH0 
Milieu einen entscheidenden Einfluss auf die Programmierung des T-
Zellgleichgewichts der Neugeborenen hat (132). Es ist daher vorstellbar, dass die 




zu reagieren, das intrauterine Milieu beeinflusst und sich dadurch auch auf die fötale T-
Zelldifferenzierung auswirkt. Die Analyse, welche Faktoren die Immunantwort der 
werdenden Mutter beeinflussen könnten, zeigte in der vorliegenden Arbeit höhere PHA-
induzierte IL-13 Konzentrationen im Blut atopischer Mütter, wohingegen eine höhere 
IL-17E-Produktion mit der Verwendung von Desinfektionsmitteln zusammenhing (75). 
Die Atopie der Mutter bzw. Desinfektionsmittel könnten demnach zum Anstieg der IL-
13 bzw. IL-17E-Produktion im Blut der Mutter beitragen und dadurch indirekt die 
Anzahl der Tregs im Nabelschnurblut beeinflussen. 
 
4.3. Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Anzahl der Tregs zur Geburt  
In der vorliegenden Arbeit wurde ein deutlicher Unterschied der Treg-Anzahl in 
Abhängigkeit des Geschlechts detektiert. Jungen hatten zur Geburt signifikant weniger 
Tregs, im Vergleich zu Mädchen.  
Klinische Studien zeigen, dass geschlechtsabhängige Unterschiede hinsichtlich der 
Prävalenz des allergischen Asthmas sowie anderer allergischer Erkrankungen existieren 
und, dass in der frühen Kindheit vor allem Jungen davon betroffen sind (133, 134). Laut 
Uekert et al. unterscheiden sich auch die Zytokinmuster erkrankter Kinder in 
Abhängigkeit des Geschlechts (135). Bei Jungen, die im dritten Lebensjahr unter 
Wheezing litten, waren die IFN-γ Antworten signifikant stärker, im Vergleich zu 
dreijährigen Mädchen mit Wheezing. Darüber hinaus war die Richtung der Zytokin-
Antwort entgegengesetzt. Bei den erkrankten Jungen war die IFN-γ Produktion erhöht, 
bei den Mädchen mit Wheezing jedoch geringer, im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrollgruppe gleichen Geschlechts (135). Das deutet auf individuelle Muster bei der 




dieser geschlechtsspezifischen Unterschiede sind bisher nicht bekannt. Die Entdeckung 
von Testosteron- und Östrogenrezeptoren führte zu der Vermutung, dass 
geschlechtsspezifische Hormone dabei eine Rolle spielen und die Differenzierung von 
Lymphozyten und die Zytokinproduktion beeinflussen können (134, 136). Angesichts 
des gut dokumentierten Auftretens der geschlechtsspezifischen Prävalenz allergischer 
Erkrankungen (133, 134) sowie individueller Immunantworten bei Jungen und 
Mädchen (135), ist es denkbar, dass auch die Entwicklung der Tregs in Abhängigkeit 
des Geschlechts variiert.  
 
4.4. Zusammenhänge zwischen der familiären Prädisposition und der Anzahl der 
Tregs im Nabelschnurblut  
Der starke Einfluss einer genetischen Prädisposition ist im Zusammenhang mit der 
Entwicklung atopischer Erkrankungen gut dokumentiert (93, 137-139). Da Anzahl und 
Funktion der Tregs eine wichtige Rolle bei der Pathogenese allergischer Erkrankungen 
spielen, stellt sich die Frage, inwiefern es eine Verbindung zwischen der atopischen 
Familienanamnese und der Anzahl der Tregs Neugeborener gibt. In  der vorliegenden 
Arbeit wurde eine geringere Treg-Anzahl im Nabelschnurblut der Kinder detektiert, 
deren Eltern selbst allergische Erkrankungen, wie atopische Dermatitis, Heuschnupfen 
oder Asthma, haben (MR 0,82; 95% KI 0,68-1,00 und MR 0,78; 95% KI 0,61-0,99 für 
eine einfach bzw. doppelt positive atopische Familienanamnese) (75). Zum Einfluss der 
familiären Prädisposition auf die Tregs Neugeborener gibt es bisher nur wenige und 
zum Teil widersprüchliche Daten. In einer Studie von Rindsjö et al. wurde, zum 
Beispiel, kein Zusammenhang zwischen der allergischen Erkrankung der Mutter und 
Treg-Subpopulationen im Nabelschnurblut detektiert (84). Die Ergebnisse zweier 




Co-Kultur unter polyklonalen Stimulationsbedingungen bei Neugeborenen mit einer 
positiven familiären Prädisposition beeinträchtigt ist (115, 116).  
Eine Erklärung für die widersprüchlichen Ergebnisse zum Zusammenhang zwischen der 
familiären Prädisposition und Tregs Neugeborener liefert das Fehlen eines eindeutigen 
und exklusiven Treg-Markers (84). In den verschiedenen Studien wurden 
unterschiedliche experimentelle Techniken zur Identifizierung und Charakterisierung 
der Tregs genutzt, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. Die in der 
vorliegenden Studie angewandte Methode zur Detektion der Tregs durch Messung des 
Methylierungsstatus’ der TSDR wird derzeit zur Identifizierung der Tregs als am besten 
geeignet, angesehen (69, 72, 73). Erstmals konnte in dieser Arbeit, anhand des 
Methylierungsstatus’ der TSDR im FOXP3 Gen, ein negativer Zusammenhang 
zwischen allergischen Erkrankungen der Eltern und der Anzahl der Tregs im 
Nabelschnurblut detektiert werden. Interessanterweise war der Einfluss paternaler 
allergischer Erkrankungen sehr viel stärker, verglichen mit Allergien der Mutter. 
Insbesondere väterliches Asthma war mit einer signifikant geringeren Treg-Anzahl zur 
Geburt verbunden (MR 0,60; KI 95% 0,45-0,80) (75).  
Tatsächlich konnte in einer Studie von Balossini et al. kürzlich gezeigt werden, dass die 
TGF-ß Konzentration im Nabelschnurblut von Kindern mit allergischen Vätern 
signifikant geringer ist, verglichen mit der Kontrollgruppe (140). Außerdem waren die 
TGF-ß Konzentrationen bei Kindern, bei denen sowohl Mutter, als auch Vater unter 
Allergien litten, nur im Nabelschnurblut der Söhne geringer, nicht aber bei den 
Töchtern (140). Da TGF-ß ein wichtiger Mediator für Tregs ist, deuten diese Daten 
möglicherweise in eine ähnliche Richtung, wie die der vorliegenden Arbeit.  
Die Bedeutung des männlichen Geschlechts wird demnach nicht nur durch die in dieser 
Arbeit detektierte signifikant geringere Anzahl der Tregs im Nabeschnurblut bei 




der Tregs zur Geburt, betont. Diese Befunde deuten darauf hin, dass eine atopische 
Prädisposition geschlechtsabhängig vererbt werden könnte und der Vater bei der 
Vererbung Treg- spezifischer Methylierungsmuster im FOXP3 Gen möglicherweise 
eine besondere Rolle spielt.  
 
4.5. Zusammenhänge zwischen Umweltfaktoren während der Schwangerschaft 
und der Anzahl der Tregs im Nabelschnurblut 
Der rasante Zuwachs der Allergien im Kindesalter führte zu der Hypothese, dass, neben 
der genetischen Prädisposition, auch Umweltfaktoren die Entwicklung des fötalen 
Immunsystems beeinflussen (104). In der vorliegenden Arbeit war tägliches Rauchen 
der Schwangeren bzw. die Exposition gegenüber Zigarettenrauch während der 
Schwangerschaft mit einer geringeren Treg-Anzahl zur Geburt, verbunden. Darüber 
hinaus war die Anzahl der Tregs im Nabelschnurblut der Kinder, deren Mütter angaben, 
in der Schwangerschaft, Desinfektionsmittel benutzt zu haben, geringer im Vergleich 
zur Kontrollgruppe (75). 
Für den Einfluss des Zigarettenrauchens in der Schwangerschaft auf die Tregs 
Neugeborener gibt es bisher keine Daten. Es wurde jedoch gezeigt, dass das Rauchen 
der Mutter mit einer stärkeren TH2-Antwort Neugeborener verbunden ist und Toll-like 
Rezeptor (TLR) vermittelte Immunantworten zur Geburt beeinträchtig sind (107, 141). 
TLRs sind Strukturen des angeborenen Immunsystems. Sie erkennen sogenannte 
Pathogen-assoziierte molekulare Muster und sind an der Immunantwort auf eine 
Vielzahl mikrobieller Pathogene beteiligt. Es wurde beschrieben, dass TLR vermittelte 
Signale mit der Expression der Treg-assoziierten Proteine FoxP3 und IL-10 verbunden 




Zigarettenrauchexposition in der Schwangerschaft, könnte demnach möglicherweise die 
Anzahl der Tregs beeinflussen. Ein Zusammenhang ist bisher jedoch nicht belegt. Eine 
geringere Treg-Anzahl könnte wiederum mit einer verstärkten TH2-Antwort, wie von 
Noakes et al. beobachtet, verbunden sein (141).  
Bisher wurde vor allem im Zusammenhang mit mikrobieller Belastung, Ernährung und 
Umweltschadstoffen in zahlreichen Studien gezeigt, dass Expositionen während der 
Schwangerschaft das fötale Immunsystem beeinflussen können (104). 
Zugrundeliegende Mechanismen, die erklären wie Expositionseffekte in der 
Schwangerschaft übertragen werden und die Suszeptibilität des Nachwuchses verändern 
können, sind jedoch noch nicht bekannt. Daten aus humanen und tier-experimentellen 
Studien deuten darauf hin, dass Ereignisse während der frühen Entwicklung in der 
Schwangerschaft die fötale Genexpression durch epigenetische Mechanismen 
modulieren können (90, 91, 104).  
Inwiefern die epigenetische Regulation der Tregs durch pränatale Expositionen 
moduliert werden kann, ist bisher nicht bekannt. In vitro Experimente zeigten, dass die 
Behandlung von konventionellen nicht-regulatorischen CD25-CD4+ T-Zellen mit 5-
Azazytidin, einem Reagenz zur Demethylierung von DNA, zu einer de novo Induktion 
der stabilen FOXP3 Expression führte (70). Es ist daher vorstellbar, dass potentiell auch 
andere Chemikalien, einschließlich Bestandteile aus Zigarettenrauch oder 
Desinfektionsmitteln, ebenso die epigenetische Fixierung des Treg-Phänotyps 
beeinflussen könnten, indem sie den Methylierungsstatus der TSDR verändern.  
Es wurde bereits postuliert, dass die Entwicklung der Tregs mit stabiler FOXP3 
Expression ein mehrstufiger Prozess ist und, dass FOXP3 unter bestimmten 
Bedingungen verloren gehen kann (142, 143). Pränatale Expositionen zu einem 
hochsensiblen Zeitpunkt während der fötalen Entwicklung könnten demnach 




der Zellteilung würde dieses veränderte Muster an Tochterzellen weitergegeben werden. 
Bisher gibt es jedoch keine Daten, die diese Hypothese belegen. 
 
4.6. Zusammenhang zwischen der Anzahl der Tregs zur Geburt, Sensibilisierung 
und allergischen Erkrankungen im ersten Lebensjahr des Kindes 
Tregs kontrollieren und modifizieren die Immunantwort über verschiedene 
Mechanismen, einschließlich der Suppression von Effektorzellen sowie der Induktion 
des Antikörperklassenwechsels von IgE zu IgG (11, 50). Dadurch verhindern sie unter 
anderem die Entwicklung allergischer Erkrankungen (11, 144). Eine geringere Treg-
Anzahl zur Geburt könnte demnach möglicherweise das Erkrankungsrisiko erhöhen 
bzw. die Entwicklung von allergischen Erkrankungen in der frühen Kindheit 
begünstigen.   
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass für Kinder mit einer geringeren Treg-Anzahl 
zur Geburt tatsächlich ein signifikant erhöhtes Risiko besteht, während des ersten 
Lebensjahres eine atopische Dermatitis zu entwickeln (adjustiertes OR 1.55, 95% KI 
1.00-2.41). Das Risiko für eine Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene war 
ebenso deutlich höher, verglichen mit Kindern mit einer höheren Treg-Anzahl im 
Nabelschnurblut (adjustiertes OR 1,55; 95% KI 1,06-2,25) (75).  
Damit wurde erstmals in dieser Arbeit gezeigt, dass eine geringere Anzahl der Tregs zur 
Geburt mit der Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung oder einer allergischen 
Erkrankung assoziiert ist. Diese Daten deuten in die gleiche Richtung wie Daten von 
Smith et al., die eine signifikant geringere suppressive Treg Funktion bei 
Neugeborenen, die im ersten Lebensjahr eine Sensibilisierung gegenüber Eiweiß 
entwickelten, beobachteten (145). Angesichts der essentiellen Rolle der Tregs für die 
Etablierung kontrollierter Immunantworten sowie der Aufrechterhaltung des 




Zusammenhang zwischen der pränatalen Reifung dieser Zellen und einem späteren 
Erkrankungsrisiko nicht überraschend.  
 
4.7. Stärken und Schwächen der Untersuchungen 
Die Stärke dieser Analysen besteht darin, dass die Quantifizierung der Tregs auf Basis 
des TSDR-Methylierungsstatus` im FOXP3 Gen ermittelt wurde, einer spezifischen und 
zuverlässigen  Methode zum Nachweis stabiler Tregs (69, 73). Mit Hilfe dieser 
Methode konnte der Einfluss verschiedener Faktoren in der pränatalen Umgebung auf 
die Treg-Anzahl zur Geburt, im Rahmen einer großen Geburtskohorten-Studie, 
analysiert werden. Die LINA-Studie umfasst Mutter-Kind Paare mit sehr gut 
dokumentierten Daten zum Immunstatus, atopischen Erkrankungen und 
Umweltexpositionen. 
Die Beteiligung von Probanden mit einer positiven atopischen Familienanamnese war 
in der LINA-Studie mit 64,7% sehr hoch. Um systematische Fehler in der statistischen 
Auswertung auszuschließen, wurde diese potentielle Störvariable in die 
Regressionsmodelle einbezogen.  
Kausale Zusammenhänge können im Rahmen von Populationsstudien nicht hergestellt 
werden. Dennoch liefert diese Arbeit Hinweise, dass Tregs der werdenden Mutter den 
Immunstatus des Kindes zum Zeitpunkt der Geburt beeinflussen und dadurch 
möglicherweise das Allergierisiko des Kindes (74). Darüber hinaus deuten die 
Ergebnisse darauf hin, dass die Exposition gegenüber Schadstoffen bzw. Chemikalien 
während der Schwangerschaft die Entwicklung des fötalen Immunsystems auch auf 
Ebene der Tregs beeinträchtigen könnte (75). Aufgrund der geringen Fallzahl der 




waren, müssen diese Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden, ermutigen jedoch dazu, 






Tregs spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation atopischer Erkrankungen. 
Die Voraussetzungen für eine allergische Reaktionslage werden schon während der 
intrauterinen Entwicklung geschaffen. Man geht davon, dass, neben einer genetischen 
Prädisposition, Faktoren in der Umwelt die Entwicklung des neonatalen Immunsystems 
beeinflussen. Über den Einfluss der intrauterinen Umgebung auf die Tregs zur Geburt 
ist bisher wenig bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte in der prospektiven 
Geburtskohorten-Studie LINA (Einfluss von Lebensstil und Umweltfaktoren auf das 
Allergierisiko Neugeborener) geklärt werden, inwiefern der Immunstatus der Mutter, 
eine atopische Familienanamnese sowie Umweltexpositionen während der 
Schwangerschaft, den Immunstatus des Neugeborenen beeinflussen. Ein besonderer 
Schwerpunkt wurde dabei auf Tregs gelegt. Des Weiteren sollte die Relevanz der Tregs 
zur Geburt für das Allergierisiko im ersten Lebensjahr des Kindes analysiert werden. 
Die Messung der Anzahl und Funktionalität der Tregs im Blut der werdenden Mutter in 
der 34. Schwangerschaftswoche und im Nabelschnurblut erfolgte sowohl 
durchflusszytometrisch in einer Subkohorte (n=24 Mutter-Kind Paare), als auch durch 
eine methylspezifische qPCR in der gesamten Kohorte der LINA-Studie (n=346 Mutter-
Kind Paare). Außerdem wurde die Gesamt-IgE-Konzentration und spezifisches IgE 
gegen Inhalations- und Nahrungsmittelallergene im Serum von Mutter und Kind 
gemessen und die Produktion von TH1-, TH2- und TH17-Zytokinen und 
inflammatorischen Markern bestimmt. Informationen zur atopischen 
Familienanamnese, Umweltexpositionen während der Schwangerschaft sowie 
Symptomen allergischer Erkrankungen und ärztlich diagnostizierte atopische Dermatitis 




Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten erstmals darauf hin, dass mütterliche Tregs 
möglicherweise einen regulatorischen Einfluss hinsichtlich der Programmierung des 
fötalen Immunsystems haben (74). Die durchflusszytometrische Charakterisierung der 
Tregs der Mutter-Kind Paare zeigte beim Vergleich der Expression von CD4, CD25, 
CD127 und FOXP3, dass der Anteil der CD4+CD25high Tregs im Nabelschnurblut 
deutlich höher war, der Anteil FOXP3 positiver Zellen innerhalb der CD4+CD25high 
Tregs Population war zur Geburt jedoch signifikant geringer, verglichen mit den 
werdenden Müttern. Weiterhin zeigten Neugeborene von Müttern, in deren Blut in der  
34. Schwangerschaftswoche eine geringere Anzahl an Tregs sowie erhöhte 
Konzentrationen der TH2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 nachweisbar waren, zur 
Geburt höhere Gesamt-IgE-Spiegel (74).  
Durch die Quantifizierung der Tregs auf Basis des TSDR-Methylierungsstatus` im 
FOXP3 Gen, einer spezifischen und zuverlässigen  Methode zum Nachweis stabiler 
Tregs, konnte der Zusammenhang zwischen einer Vielzahl pränataler Faktoren, Tregs 
zur Geburt und dem Allergierisiko in der gesamten LINA-Geburtskohorte geklärt 
werden (75). Der Vergleich der Anzahl der Tregs im Nabelschnurblut ergab 
geschlechtsabhängige Unterschiede. Mädchen hatten zum Zeitpunkt der Geburt 
signifikant mehr Tregs, als Jungen. Die Anzahl der Tregs im Nabelschnurblut der 
Kinder, deren Eltern selbst an Asthma, Heuschnupfen und/oder atopischer Dermatitis 
erkrankt sind, war geringer, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es gab einen sehr starken 
negativen Zusammenhang zwischen väterlichem Asthma und Tregs zur Geburt. Eine 
hohe PHA-induzierte Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-13 und IL-17E im Blut der 
werdenden Mutter in der 34. Schwangerschaftswoche war mit einer niedrigeren Treg-
Anzahl im Nabelschnurblut verbunden. Tägliches Rauchen der 
Schwangeren/Tabakrauch-Exposition im Innenraum sowie die Verwendung von 




Anzahl an Tregs zum Zeitpunkt der Geburt verbunden. Für Kinder mit einer geringeren 
Treg-Anzahl im Nabelschnurblut bestand ein signifikant höheres Risiko, innerhalb des 
ersten Lebensjahres eine atopische Dermatitis, zu entwickeln. Außerdem war das Risiko 
einer Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene bei diesen Kindern fast zweifach 
erhöht, im Vergleich zu Kindern, bei denen zur Geburt Tregs in höherer Anzahl 
detektiert wurden (75). 
Zusammenfassend leisten die Ergebnisse dieser Arbeit einen wichtigen Beitrag zur 
Klärung der Relevanz pränataler Faktoren für die Entwicklung der Tregs und die 
atopische Prädisposition und tragen dazu bei, das Verständnis der frühen 
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The mother-child study LINA (Lifestyle and Environmental factors and their Influence 
on Newborns Allergy risk) is a birth cohort study designed to investigate the influence 
of prenatal life style and environmental factors on newborn allergy risk. Six hundred 
and twenty-two mother-child pairs were recruited from May 2006 to December 2008 in 
Leipzig, Germany. Maternal blood samples were collected during pregnancy at week 34 
of gestation. Venous umbilical cord blood was obtained at delivery. Blood samples 
were analysed for cytokine and IgE concentration. In a randomly selected group 
(pregnant women n = 54, cord blood n = 24) function and phenotype of regulatory T 
cells was tested. For reasons of standardisation Treg analysis have been performed from 
freshly drawn human blood within 6 hours. Analysis of blood samples from the cord 
within 6 hours was not possible in all cases. To gain comparable results cord blood 
samples older than 6 hours were excluded from Treg analysis and data of only 24 
mother-child-pairs could be analysed. 
Pregnant women gave informed consent at gestation week 34 and completed detailed 




exposure to environmental tobacco smoke, pet keeping, professional life and life style 
factors. The study was approved by the Ethics Commities of the University of Leipzig 
(file reference 046-2006). 
 
Blood Sampling 
Heparinized peripheral (7 ml) and cord blood (max. 7 ml) samples were obtained at 
times indicated above and processed within 6 hours to further analysis. Detection of 
cytokine concentrations was performed in heparinised whole blood (500 µl), stimulated 
with PHA (50 µg/ml, Sigma Aldrich, Munich, Germany). After 4h of incubation, blood 
samples were diluted 1:1 with RPMI1640 without supplements and centrifugated. Cell 
free supernatant was stored at -80°C until analysis. Table 1 of the supplementary 
includes cytokine concentration values in the maternal PHA and unstimulated samples. 
The medium only control was not substracted from the PHA stimulated values.  
 
Functional analysis of Treg cells 
Functional capacity of Treg was measured by in vitro proliferation assays. Peripheral or 
cord blood mononuclear cells (PBMC/CBMC) were isolated from heparinized whole 
blood by density gradient centrifugation using Ficoll-Paque™ (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden). CD4+CD25- T cells and CD4+CD25+ T cells were isolated using MACS 
technology (Miltenyi Biotech, Cologne, Germany) in a two step procedure. After 
depletion of non-CD4+ T cells, a positive selection of the CD4+CD25+ cell fraction from 
pre-enriched CD4+ T cells followed. The purity of isolated CD4+CD25+ T cells was 
above 95% (Figure 2 supplementary). CD4+CD25- (5x104/well) T cells were labelled 
with 5µmol/L Carboxyflourescein succinimidyl ester (CFSE, Invitrogen, Karlsruhe, 
Germany) and cultured using RPMI medium supplemented with 5% heat-inactivated 




a ratio of 1:1  (2.5x104/well, respectively) for 5 days at 37°C. Cells were stimulated by 
MACSiBead Particles coated with anti-CD2,-CD3,-CD28 antibodies (Miltenyi Biotech, 
Cologne, Germany). Proliferation of CD4+CD25- T cells with/without CD4+CD25+ T 
cells was analysed using flow cytometry (FACSCalibur, BD Bioscience, Heidelberg, 
Germany). Analysis was performed as shown in Figure 2 of the supplementary data. 
Supernatants of all cultures were analysed for IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, 
MCP-1 (CCL2), IFNγ and TNFα by flow cytometry using the BD CBA Human Soluble 
Flex Set system (BD Bioscience, Heidelberg, Germany).  
 
Phenotype analysis of Treg  
For analysis of Treg frequency, the phenotype of freshly isolated PBMC/CBMC was 
analysed cytometrically by 4 colour staining. 5x105 cells were washed (1xPBS buffer, 
2% heat-inactivated FCS) and incubated for 15 min at room temperature protected from 
light with 2 µL antihuman CD4-PC5 (clone 13B8.2, BD Bioscience, Heidelberg, 
Germany), antihuman CD25-PE (clone 4E3, Miltenyi Biotech, Cologne, Germany) and 
antihuman CD127-FITC (clone eBio RDR5, eBioscience, San Diego, USA), antibodies, 
respectively. For intracellular staining of FOXP3, cells were fixed and permeabilized 
(Human FOXP3 Buffer Set, BD Bioscience, Heidelberg, Germany) and incubated with 
15µL antihuman FOXP3-Alexa647 monoclonal antibodies (clone 259D/C7, BD 
Bioscience, Heidelberg, Germany) or 2µL mouse IgG1к
 Alexa647 isotype control (clone 
MOPC-21, BD Bioscience, Heidelberg, Germany) 30 min protected from light. After 
two washing steps, cells were analysed by flow cytometry using BD CellQuest (BD 
Bioscience, Heidelberg, Germany) and Flow Jo software (Tree Star, Inc. Ashland OR, 
USA).  
For T reg phenotype analysis a sequential gating was performed as follows: after 




CD4+CD25high cells was set in relation to CD127 expression in the way that this 
population encompasses no or only few cells expressing the CD127 marker. As shown 
in table 2 this population was 93% CD127 negative in maternal and 94% negative in 
cord blood samples. The CD4+CD25highCD127-/low population was than analysed for 
FOXP3 expression. These cells were considered as T reg. 
 
Cytometric bead array 
Concentrations of IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, MCP-1 (CCL2), IFN-γ and TNF-
α in supernatant of stimulated whole blood were measured by flow cytometry using the 
BD CBA Human Soluble Flex Set system (BD Bioscience, Heidelberg, Germany), 
according to the manufacturer`s instructions and as described elsewhere (18). In brief, 
cytokine specific antibody-coated beads were incubated for one hour with 25µl of blood 
samples or standard solution. Thereafter, samples were incubated with the 
corresponding phycoerythrin (PE)-labelled detection antibodies for 2 h. After one 
washing step, samples were measured by flow cytometry. Analysis of data and 
quantification of cytokines were performed using the FCAP Array™ software (BD 
Bioscience, Heidelberg, Germany) on the basis of corresponding standard curves. 
Finally plasma dilution factor was determined. The detection limits were 3pg/ml for 
each cytokine. 
 
IgA measurement in cord bloods 
IgA concentrations in cord blood were measured using a NANORID™ kit (The Binding 
Site Group Ltd., Birmingham, UK) according to manufactures instruction (Procedure 
One). This is a radial immunodiffusion (RID) assay which is based on the complexion 
of antigen and antibody to produce a visible precipitin ring and enables accurate 




mg/ml). In brief, 20 µl of serum cord blood samples, controls and calibrator were added 
to the RID plates and incubated for 96 h at room temperature. After completion, ring 




Influence of maternal atopy on Treg numbers/function and cytokine production 
As IgE concentrations and % of suppression are not normally distributed we performed 
a Spearman Rank correlation which revealed that neither in maternal samples nor in 
cord blood samples the maternal atopy was related to suppression of proliferation (r = 
0.18, P = 0.454 for mothers, r = 0.09, P = 0.698 in cord bloods). Using the 
dichotomised maternal IgE data, we analysed whether high maternal IgE levels (>20 
kU/l IgE) had an influence on T reg suppression capacity from themselves and their 
offspring. We found no relation neither to maternal nor to cord blood Treg suppressive 
capacity P = 0.229 and P = 0.260, respectively, from Mann Whitney U Test).  
 
Maternal history of atopy (information from questionnaire) was associated with reduced 
maternal Treg numbers (P = 0.03), increased PHA-induced IL-4 (P < 0.001) and IL-6 
concentrations (P = 0.019) in maternal blood There was no correlation between 
maternal history of atopy and Treg numbers in cord blood (P = 0.88). (P-values from 





IgA concentrations in cord bloods 
On average the mean concentrations in our cord blood samples were 4.07 (SD 1.57) 
mg/l. According to Pfefferle et al, 2008, values higher than 32 mg/l were classed as 
contamination by maternal blood. Ownby et al. 1996, considered IgA values above 10 
mg/l as contamination by maternal blood. Thus, in any case our cord bloods IgA 
concentrations are below these values indicating that the samples were not contaminated 





Table 1 supplementary. Comparison of cytokine production in unstimulated and PHA 
stimulated samples of maternal peripheral blood. Shown are medians and 25th and 75th 
percentile. 
*U, unstimulated  
#PHA, phytohemagglutinin 
π n. d., not detectable  
 
Maternal Cytokines Stimuli Cytokine concentration (pg/ml) 
  (n = 24) 
   
IL-4 U* 4.68 (2.23-8.81) 
 PHA# 10.63 (7.22-12.55) 
   
IL-5 U n. d.π 
 PHA 1.50 (1.50-3.22) 
   
IL-6 U 11.18 (8.12-16.54) 
 PHA 13141.29 (11640.94-15333.86) 
   
IL-8 U 68.67 (47.17-106.03) 
 PHA 5874.06 (4750.27-7759.87) 
   
IL-10 U 3.80 (2.89-4.38) 
 PHA 43.14 (34.16-57.18) 
   
IL-13 U 1.50 (1.50-5.95) 
 PHA 16.55 (10.68-20.34) 
   
IFN-у U 5.88 (1.50-8.64) 
 PHA 327.39 (199.87-558.73) 
   
TNF-α U 7.71 (6.94-11.73) 
 PHA 3641.28 (2964.10-4501.22) 
   
MCP-1 (CCL2) U 82.41 (71.60-93.67) 
 PHA 1692.75 (1248.42-2073.94) 






Figure 1 supplementary. Four colour flowcytometric Treg analysis of maternal blood 
(PBMC) and cord blood (CBMC). After lymphocyte gating, cells were gated for the 
expression of CD4 and CD25high. Within this population frequency of CD127low and 
FOXP3 expressing cells was analysed. Two representative plots from maternal and cord 




Figure 2 supplementary. Functional capacity of Treg cells was measured by in vitro 
proliferation assay using CFSE labelling. CD4+CD25- effector T cells and CD4+CD25+ 
Treg cells were isolated from PBMC/CBMC in a two step procedure as described in the 
methods and cocultured at a ratio of 1:1. Proliferation of CD4+CD25- effector T cells 
without and in coculture with CD4+CD25+ Treg cells was assessed flowcytometrically. 










 T cells.  CD4+CD25+ T cells 
were isolated from human PBMC/CBMC by a two step procedure as described in the 
methods. To control isolation purity of CD4+CD25+ T cells, cells were stained with 
anti-CD4-PC5 and anti-CD25-PE antibodies. 
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Real-time-PCR for quantification of the Treg-specific demethylated region (TSDR) in 
the FOXP3 gene 
Real-time-PCR for quantification of the Treg-specific demethylated region (TSDR) in 
the FOXP3 Gene was performed in 20 µl using Roche LightCycler 480 Probes Master 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) containing 15 pmol of methylation or non-
methylation specific forward and reverse primer for TSDR, 5 pmol hydrolysis probe, 
200 ng lambda-DNA (New England Biolabs, Frankfurt, Germany) and 30 ng bisulfite-
treated genomic DNA template or respective amount of plasmid standard (12). Each 
sample was analysed in triplicate (15, 16). These analyses were performed by Epiontis 




In supplementary Figure S1 we schematically depicted the number of samples at each 
stage/analysis ending with the greatest common subset of mother-child pairs at birth and 
children’s samples at the age of one including only children with complete blood 
samples and analyses (n=346, greatest common subset).  
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Missing samples mainly came off because blood samples from mother-child pairs at 
birth (n=622 maternal, n=462 cord blood) do not fully match with blood samples from 
children at the age of one (n=513). The greatest common subset of mother-child pairs 
with blood samples at pregnancy/birth and with FOXP3 demethylation measurements in 
children’s samples was n=420. A number of n=513 blood samples were available at the 
age of one. All of them were analysed for specific IgE at the age of one and n=346 
matched with the pregnancy/birth samples having complete data for maternal cytokines 
and FOXP3 demethylation in cord blood. Thus, this sub cohort did not result by a 
selection per se but by availability of blood samples. Due to missing data from 
questionnaires in some cases the final case numbers vary from 312 to 346.  
 
Influencing factors on cord blood Treg numbers – results from a combined regression 
model 
A linear regression model comprised of all factors with potential impact on Treg 
numbers at birth, revealed comparable results as described for the single models. The 
effects of gender, maternal smoking/ETS exposure, and parental history of atopy 
remained significant. Regarding the influence of maternal cytokines during pregnancy 
on Treg numbers, we found a stable effect for IL-17E, while IL-13 and IFN-γ lost 
significance in the combined model. Correlation analyses have shown that IL-17E, IL-
13 and IFN-γ correlated with each other, raising the problem of multicollinearity. 
Therefore, the loss of IL-13 and IFN-γ in the combined model has to be interpreted with 
caution. 
 In addition to IL-17E, MCP-1 was found to be associated with lower Treg numbers in 
cord blood too, whereas IL-6 was positively correlated (Supplementary Figure S2). This 
result may point to an additional impact of the maternal innate immune response on 
foetal Treg development. 
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Relationship between Treg numbers in cord blood, diseases and atopic sensitisation in 
the first year of life 
Analyses of the relationship between cord blood Treg numbers and allergic outcomes 
included the occurrence of physician diagnosed cradle cap, atopic dermatitis (symptoms 
and physician diagnosed), as well as sensitisation to food and inhalant allergens in the 
first year of life. Sensitisation was regarded as positive in case of specific IgE values 
> 0.35 kU/l in children’s sera, according to the Phadia CAP System. Children sensitised 
to food allergens had reduced Treg numbers compared to those that were not sensitised 
(median: 0.97 vs. 1.21, P=0.032, Table 4). Similarly, children with physician-diagnosed 
or with symptoms for atopic dermatitis had significantly lower Treg numbers at birth 
(Table 4).  
According to our adjusted logistic regression models, children with lower Treg numbers 
in cord blood had a significantly higher risk to develop an atopic dermatitis in the first 
year of life (physician-diagnosed: adjusted OR 1.55, 95% CI 1.00-2.41, P=0.048, Figure 
4, supplementary Table S5). Upon analysis of specific IgE levels in the sera of the one 
year old children we found a higher risk for sensitisation against food allergens in the 
case of lower Treg numbers at birth (adjusted OR 1.55, 95% CI 1.06-2.25,  P=0.020, 
Figure 4, supplementary Table S5). 
 
Relationship between maternal history of atopy, environmental exposure and maternal 
cytokine production during pregnancy 
Mothers with an atopic dermatitis (n=57) had increased production of IL-5 in PHA 
stimulated blood samples (P=0.031, Mann-Whitney U-Test, supplementary Table S6). 
Increased IL-13 production was observed in mothers having hay fever (n=113, P=0.044, 
Mann-Whitney U-Test, supplementary Table S6) or asthma (n=34, P=0.008, Mann-
Whitney U-Test, supplementary Table S6). Maternal history of atopy (defined as 
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occurrence of asthma or atopic dermatitis or hay fever) was also significantly associated 
with higher IL-13 production (n=151, P=0.005, Mann-Whitney U-Test, supplementary 
Table S6). Environmental exposure was also related to altered cytokine production in 
maternal blood. Maternal smoking/ETS exposure at home was associated with lower 
IL-17A production (n=22, P=0.047, supplementary Table S7). Usage of disinfectants 
was associated with higher IL-17E production in maternal blood (n=219, P=0.036, 
supplementary Table S7). Regarding inflammatory parameters in stimulated blood 
samples, only renovation activities during pregnancy were associated with lower IL-8 
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